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Распространенность неканонических механизмов эукариотической инициации трансляции указы-
вает на их значение в регуляции синтеза белков, вовлеченных в ключевые события жизни клетки.
Один из известных примеров неканонического кеп-независимого процесса ‒ инициация трансля-
ции мРНК с 5'-нетранслируемой (лидерной) областью матрицы, кодирующей фотобелок обелин
(“обелиновый лидер”). В настоящей работе мРНК с обелиновым лидером была модифицирована
добавлением к ее 5'-концу 45 дезоксицитидиловых нуклеотидов и флуоресцентной метки. Образо-
вание рибосомных 48S инициаторных комплексов на стартовом кодоне такой модифицированной
мРНК исследовали с помощью метода ингибирования удлинения праймера (тоу-принтинг). Оказа-
лось, что, в отличие от мРНК с неизмененной лидерной последовательностью, инициация на мРНК
с модифицированным лидером может происходить в отсутствие фактора eIF4F, хотя и с меньшей эф-
фективностью. Обнаруженное явление указывает на неизученную функцию фактора eIF4F, проявля-
емую на начальном этапе узнавания мРНК инициирующей рибосомной субчастицей.
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Инициация трансляции у эукариот является
ключевым этапом биосинтеза белка: эффектив-
ность этого процесса определяет общую скорость
трансляции и продуктивность синтеза белка. На
этой стадии осуществляются основные механизмы
регуляции белкового синтеза. Инициация трансля-
ции большинства клеточных мРНК происходит по
так называемому механизму сканирования [1]. Сна-
чала 40S рибосомная субъединица связывается с
тройственным комплексом eIF2 · GTP · Met · тРНКi

Met

и факторами инициации eIF3, eIF1 и eIF1A, обра-
зуя 43S преинициаторный комплекс. Этот ком-
плекс далее связывается с кеп-структурой, распо-
ложенной на 5'-конце мРНК, образуя 48S ком-
плекс. Связыванию 43S комплекса с кеп-
структурой содействуют факторы инициации
eIF4A, eIF4B и eIF4F. Последний состоит из трех
субъединиц, и его состав описывается формулой
eIF4E · eIF4G · eIF4A. После связывания преини-
циаторный рибосомный комплекс начинает
ATP-зависимое движение (сканирование) в на-
правлении от 5'-конца к 3'-концу вдоль цепи
мРНК до достижения стартового кодона [2]. Как
показано недавно, сканирование кепированных

мРНК не содержит “слепых зон” (“blind spot”), и
поиск инициаторного кодона начинается с само-
го первого нуклеотида [3].

Для успешного достижения 48S инициатор-
ным комплексом стартового AUG кодона в слу-
чае природной кепированной мРНК β-глобина
строго необходимы все факторы инициации так
называемой четвертой группы ‒ eIF4F, eIF4A и
eIF4B, а также ATP, а отсутствие кепа на синтети-
ческой лидерной последовательности глобино-
вой мРНК резко снижает эффективность образо-
вания 48S комплексов [4]. Однако удаление кеп-
структуры не всегда приводит к столь фатальным
последствиям для инициации трансляции: часто
природные кепированные лидерные последова-
тельности мРНК могут осуществлять успешную
инициацию при использовании их в качестве не-
кепированных конструкций. Для такой кеп-неза-
висимой инициации не требуется весь набор фак-
торов инициации четвертой группы. Так, ни один
из этих факторов (eIF4F, eIF4A, eIF4B) не требу-
ется для инициации трансляции на мРНК с син-
тетическим (CAA)n-лидером [4], поли(A)-лиде-
ром мРНК вируса оспы [5] и омега-лидером РНК
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вируса табачной мозаики [6]. Другие некепиро-
ванные лидеры, и в их числе лидерная последова-
тельность мРНК, кодирующей обелин – светоиз-
лучающий белок гидроидного полипа Obelia lon-
gissima, выявили несколько иную зависимость от
факторов инициации. Для кеп-независимой ини-
циации на мРНК с “обелиновым лидером” стро-
го необходим фактор инициации eIF4F, тогда как
присутствие свободного eIF4A и eIF4B необяза-
тельно [7]. В настоящей работе исследовали иници-
ацию на мРНК с “обелиновым лидером”, 5'-конец
которого модифицирован добавлением участка,
состоящего из 45 дезоксицитидиловых и 10 ури-
диловых нуклеотидов. 5'-Концевой нуклеотид
мРНК был мечен флуорофором FAM, что позво-
ляло следить за трансляцией такой мРНК в бес-
клеточной системе по возникновению флуорес-
центных полирибосом. Таким образом, предше-
ствующий “обелиновому лидеру” 5'-концевой
участок мРНК имел следующую последователь-
ность: 5'FАМ-dC45-U10. Введение дезоксирибону-
клеотидов в начало “лидерного” участка имело
целью функционально заблокировать свободный
5'-конец лидера мРНК – исключить его сканиро-
вание. Используя этот подход, мы исходили из
общепринятого предположения о неспособности
преинициаторного рибосомного комплекса ска-
нировать участки ДНК. Дополнительные 10 ури-
диловых нуклеотидов на 3'-конце служили суб-
стратом для РНК-лигазной реакции, с помощью
которой проводилась модификация. Оказалось, что
инициация на мРНК с таким модифицированным
лидером может происходить в отсутствие фактора
eIF4F, хотя и с меньшей эффективностью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Плазмида. РНК, содержащую лидерную по-
следовательность мРНК обелина и кодирующую
люциферазу светлячка Photinus pyralis, получали с
использованием конструкции pObeLucTMV [8].

Компоненты для сборки инициаторных 48S ком-
плексов. Нативные факторы eIF2, eIF3, eIF4F, а
также рибосомные 40S субъединицы выделяли из
лизата ретикулоцитов кролика. Подробное опи-
сание процедуры выделения описано в работе [5].
Рекомбинантные факторы инициации трансля-
ции eIF1, eIF1A, eIF4A и eIF4B получены по про-
токолу, представленному там же [5].

Транскрипция in vitro. Транскрипцию проводи-
ли по методике, описанной ранее [6]. Инкубаци-
онная смесь содержала 80 мМ Трис-OAc (рН 7.5),
10 мМ KCl, 10 мМ DTT (дитиотреитол), 2 мМ спер-
мидина, 0.01% Тритона Х-100, по 4 мМ ATP, GTP,
UTP и CTP, 22 мМ Mg(OAc)2, 1 ед./мкл ингибитора
РНКазы Ribolock RNase Inhibitor (“Thermo Fisher
Scientific”, США), 12 ед/мкл ДНК-зависимой-
РНК-полимеразы фага Т7 и 100 нг/мкл ДНК-мат-

рицы. Реакцию проводили при 37°C в течение 2 ч.
Чистоту полученных полирибонуклеотидов про-
веряли методом электрофореза в 6%-ном поли-
акриламидном геле (ПААГ), содержавшем 7%
мочевины.

Бесклеточная система трансляции. Трансляцию
проводили в бесклеточной системе на основе экс-
тракта из зародышей пшеницы, как описано ра-
нее [6].

Получение модифицированной флуоресцентно
меченной мРНК. мРНК, содержащую “обелино-
вый лидер” и 172 нуклеотида кодирующей после-
довательности люциферазы светлячка, получали с
помощью транскрипции in vitro. Продукт тран-
скрипции содержал на 5'-конце трифосфат, поэто-
му для последующего лигирования его подвергали
сначала дефосфорилированию с помощью щелоч-
ной фосфатазы (NEB), а затем фосфорилировали
Т4-полинуклеотидкиназой (“Thermo Fisher Scien-
tific”) по протоколам фирм-производителей. Ко-
нечный продукт содержал на 5'-конце монофосфат,
что позволяло провести реакцию лигирования
фрагмента мРНК с химически синтезированным
(компания “СИНТОЛ”, Москва) олигонуклеоти-
дом 5'FAM-dC45-U10. Реакцию проводили в объеме
50 мкл в фирменном буфере для лигирования Т4-
РНК-лигазы (“Thermo Fisher Scientific”), содер-
жавшем 0.2 ед./мкл Т4-РНК-лигазы и 25%
ПЭГ-6000. В реакцию брали 500 пмоль (8.3 мкг)
олигонуклеотида 5'FAM-dC(45)-U(10) и 170 пмоль
(13 мкг) фрагмента РНК UTRobelin-Luc1723', состо-
ящего из “обелинового лидера” и 172-нуклеотид-
ного участка, кодирующего N-концевую область
люциферазы светлячка. Реакционную смесь инку-
бировали в течение 15 ч при 25°С. Продукт реак-
ции лигирования очищали с помощью электрофо-
реза, как описано ранее [6].

Ингибирование удлинения праймера (тоу-прин-
тинг). Формирование рибосомных инициаторных
комплексов и анализ продуктов реакции ингиби-
рования удлинения праймера осуществляли со-
гласно [6, 9]. Рибосомные 48S инициаторные
комплексы собирали из отдельных очищенных
компонентов аппарата трансляции: 40S рибосом-
ных субъединиц, мРНК, Met-тРНКi, факторов
инициации eIF1, eIF2, eIF3, eIF4A, eIF4B и
eIF4F, а также ATP и негидролизуемого аналога
GTP ‒ GMP-PNP (последний был добавлен для
того, чтобы блокировать трансляцию по достиже-
нии инициаторным комплексом стартового кодо-
на); смесь инкубировали при 37°С в течение 15 мин.
Реакцию удлинения праймера проводили с ис-
пользованием ДНК-праймера с флуоресцентной
меткой. Образовавшиеся в ходе реакции кДНК
анализировали с помощью капиллярного гель-
электрофореза. Собранные данные обрабатывали
с помощью программного обеспечения Gene-
Marker 1.5 (SoftGenetics). Для определения коли-
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чества продуктов обратной транскрипции изме-
ряли интенсивность флуоресценции, соответ-
ствующую каждому пику кДНК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение мРНК с “обелиновым лидером”, 
модифицированным по 5'-концу

Особенности инициации трансляции на “обели-
новом лидере” изучали с использовием химерной
мРНК, состоящей из химически синтезирован-
ного олигодезоксинуклеотида и рекомбинант-
ной мРНК с “обелиновым лидером”, кодирую-
щей N-концевой фрагмент люциферазы свет-
лячка (172 нуклеотида кодирующей фермент
последовательности). 45-Членный олигодезок-
сицитидиловый полимер, меченный по 5'-кон-
цевому цитидину производным флуоресцеина
(FAM), был дополнен 3'-концевым 10-нуклео-
тидным олигоуридиловым спейсером. Всю по-
следовательность, обозначаемую 5'FAM-dC45-U10,
ковалентно присоединяли к 5'-концу мРНК в
реакции лигирования с помощью РНК-лигазы.
Полученную конструкцию очищали от непроре-
агировавших субстратов реакции с помощью
электрофореза в денатурирующих условиях с по-
следующей элюцией продукта реакции из ПААГ
(рис. 1). Как видно из рис. 1а, выход продукта по-
сле реакции лигирования был невысоким, тем не
менее, оказалось возможным получить препарат
очищенной модифицированной мРНК в количе-
стве, достаточном для дальнейших опытов (рис. 2б).
Таким образом, получена химерная конструкция
мРНК 5'FAM-dC45-U10-UTRobelin-Luc1723'.

Трансляция модифицированной мРНК
с “обелиновым лидером” в бесклеточной

системе синтеза белка

Первым этапом нашего исследования стала
проверка трансляционной активности такой мо-
дифицированной мРНК. Проверку проводили в
бесклеточной системе трансляции на основе экс-
тракта зародышей пшеницы. Трансляцию запус-
кали добавлением исходной или модифицирован-
ной мРНК, и после 15 мин инкубации трансляци-
онную смесь подвергали седиментационному
анализу в сахарозном градиенте. Профиль седи-
ментации детектировали как по оптической плот-
ности в УФ, так и по флуоресценции (рис. 2). По
распределению оптической плотности видно, что
за 15 мин инкубации в трансляционной смеси об-
разуются полирибосомы разного размера в случае
как исходной (рис. 2а), так и модифицированной
(рис. 2б) мРНК. Кроме того, на рис. 2б можно за-
метить хорошее совпадение пиков УФ-поглоще-
ния (черная кривая) и флуоресценции (серая
кривая). Это однозначно свидетельствует о во-

влечении модифицированной мРНК, содержа-
щей 5'FAM, в трансляцию.

Таким образом, полученная модифицирован-
ная химерная мРНК с “обелиновым лидером” –
5'FAM-dC45-U10-UTRobelin-Luc1723' – способна
успешно транслироваться в бесклеточной систе-
ме синтеза белка.

Формирование 48S инициаторных комплексов 
на мРНК с модифицированным “обелиновым лидером”

Белковые факторы, вовлеченные в инициа-
цию на модифицированном “обелиновом лиде-
ре”, выявляли в системе для сборки 48S инициа-

Рис. 1. Получение модифицированной мРНК 5'FAM-
dC45-U10-UTRobelin-Luc1723'. На электрофореграмме
а на дорожку 1 нанесен маркер длин мРНК; дорожка
2 – мРНК с “обелиновым лидером” до реакции лиги-
рования (исходная); дорожка 3 – смесь компонентов ли-
гирования после проведения реакции: верхняя полоса (с
минимальной интенсивностью окрашивания) соответ-
ствует ожидаемому продукту лигирования – 5'FAM-
dC45-U10-UTRobelin-Luc1723', вторая сверху полоса со-
ответствует мРНК с “обелиновым лидером”, не всту-
пившей в реакцию, третья сверху – непрореагировав-
ший олигонуклеотид. Самая нижняя полоса ‒ лиди-
рующий краситель бромфеноловый синий. На
электрофореграмме б на дорожку 4 нанесен элюиро-
ванный из геля препарат очищенной и сконцентриро-
ванной мРНК 5'FAM-dC45-U10-UTRobelin-Luc1723', на
дорожку 5 – контрольная мРНК с “обелиновым ли-
дером”. Гели окрашивали толуидиновым синим.

1 2 3 4 5
а б

300 н.

200 н.

100 н.
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торных комплексов, состоящей из индивидуаль-
ных компонентов инициации трансляции [5]. По
формированию 48S комплекса на инициаторном
кодоне можно судить об эффективности процес-
са сканирования. Образование 48S комплексов
на стартовом кодоне изучали с помощью метода
ингибирования удлинения праймера, или тоу-
принтинга [10], в котором вместо радиоактивно
меченного олигодезоксирибонуклеотида исполь-
зуют его флуоресцентно меченный аналог, а
фрагменты кДНК визуализируют с помощью ка-
пиллярного электрофореза с детекцией флуорес-
ценции [11].

На рис. 3 показаны результаты тоу-принтинга
сформированных 48S инициаторных комплексов
на АUG кодоне мРНК с модифицированным ли-
дером. Из верхнего графика (pис. 3, верхний гра-
фик) видно, что в присутствии полного набора
факторов инициации на АUG кодоне модифици-
рованной мРНК успешно формируется инициа-
торный комплекс, о чем свидетельствует наличие
характерных пиков, соответствующих стартовому
кодону. Исключение из системы фактора eIF2 (в
таких условиях невозможно сканирование) приво-
дило к полному отсутствию соответствующих пи-
ков на электрофореграмме (pис. 3, нижний гра-
фик), что свидетельствует о специфичности обра-
зования инициаторного комплекса в присутствии
всех факторов.

Этот результат дополняет эксперименты по
трансляции на такой матрице, свидетельствуя о

том, что на модифицированном по 5'-концу лиде-
ре происходит эффективная инициация трансля-
ции. В этом случае инициация, на наш взгляд,
может происходить по двум сценариям: либо ри-
босома способна распознавать модифицирован-
ный 5'-конец мРНК и независимо от того, какой
далее следует нуклеотидный контекст, сканиро-
вать 5'-нетранслируемую область, в том числе и
последовательность из 45 dC. Полностью исклю-
чить такую возможность нельзя, хотя она и пред-
ставляется маловероятной. Скорее всего, из-за
отсутствия “интактного” 5'-конца рибосома не
связывается с концевой группой атомов, а осу-
ществляет посадку где-нибудь внутри лидерной
последовательности, после чего происходит ска-
нирование.

Для дальнейшего изучения механизма ини-
циации на модифицированной мРНК 5'FAM-
dC45-U10-UTRobelin-Luc1723' из системы для фор-
мирования 48S комплексов был исключен фактор
инициации eIF4F. Как показано ранее [7, 12],
инициация трансляции на мРНК с “обелиновым
лидером” происходит строго eIF4F-зависимо. На
рис. 4а приведены результаты контрольных экспе-
риментов на мРНК с немодифицированным “обе-
линовым лидером”, которые полностью подтвер-
ждают полученные ранее данные: в отсутствие
фактора eIF4F на этом лидере не происходит фор-
мирование 48S комплексов на стартовом кодоне
(рис. 4а, нижняя панель).

Рис. 2. Формирование полирибосом при трансляции мРНК с “обелиновым лидером”, выявленное седиментацией в
сахарозном градиенте (градиент 15‒45%, ротор SW-41, 37000 об./мин, 2 ч, 4°C). Распределение оптической плотности
(А260, черная кривая) и флуоресценции (серая кривая, флуорофором метили 5'-конец мРНК) во фракциях градиента
сахарозы. Трансляция в бесклеточной системе немодифицированной мРНК (а) и мРНК, модифицированной олиго-
нуклеотидом 5'FAM-dC45-U10 (б), продолжалась в течение 15 мин. Цифрами над пиками полирибосом обозначено ко-
личество 80S рибосом, входящих в их состав.
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Однако в отличие от исходного лидера обели-
новой мРНК, его модифицированная форма, со-
держащая 5'FAM-dC45-U10, достаточно неожи-
данно изменила зависимость образования 48S
комплексов от eIF4F. Как видно из рис. 4б (ниж-
няя панель), исключение из системы eIF4F не
приводит к полному ингибированию образова-
ния 48S комплекса на АUG кодоне, снижая, од-
нако, выход этого процесса. Следовательно, ини-
циация на модифицированном “обелиновом ли-
дере” может происходить и в отсутствие фактора
eIF4F, хотя и с меньшей эффективностью. Таким
образом, модификация 5'-конца “обелинового
лидера” привела к появлению у него нового свой-

ства ‒ принципиальной способности независимо
инициировать eIF4F. Этот результат указывает на
то, что сканирование такого лидера происходит
неканоническим способом. Вероятнее всего, свя-
зывание рибосомы не зависит от 5'-конца мРНК,
т.е. осуществляется путем посадки непосредственно
на внутренний участок лидерного полинуклеотида.

Модификация 5'-конца мРНК в описанных
опытах состоит в существенном изменении его
химической идентичности и пространственной
структуры: эта часть молекулы получила флуо-
ресцеиниловый остаток и протяженный 45-член-
ный участок ДНК. Удивительно, что столь ис-

Рис. 3. Электрофореграммы тоу-принтинга на модифицированной мРНК с “обелиновым лидером”. a – Формирова-
ние 48S комплекса в присутствии полного набора факторов инициации. б – Из системы исключен eIF2. Над электро-
фореграммой приведена последовательность РНК-участка 5'-нетранслируемой области показано соответствие после-
довательности профилю флуоресценции.
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кусственный, неприродный заместитель привел
к таким же функциональным последствиям (см.
рис. 4), как и наличие в реакционной смеси высо-
коспецифичного многосубъединичного белка,
отобранного эволюцией – фактора eIF4F. Оче-
видно, что белковый фактор и 5'-концевой доба-
вочный сегмент мРНК не могут обладать одинако-
вой биологической активностью. Следовательно,
простое присутствие этого сегмента в молекуле
привело к такому же результату, как и работа фак-
тора eIF4F. Связывание eIF4F с 5'-концом обыч-
ных мРНК предполагает разворачивание третич-
ной и вторичной структур полинуклеотида – об
этом свидетельствуют и классические опыты по
сканированию [13], и новые данные о структуре
эукариотической рибосомы [14]. Представляется
маловероятным, что добавленный сегмент смог
разрушить структуру “обелинового лидера” без
формирования альтернативного набора элемен-
тов вторичной структуры.

Можно предположить, что среди функций
eIF4F, помимо узнавания и связывания кепа, обес-
печения направленности сканирования, имеются и
другие, пока не описанные: например, специфи-
ческое взаимодействие с 40S субчастицей рибо-
сомы и мРНК, позволяющее разместить ее в ка-
нале для мРНК. Такая функция, если предполо-
жить ее наличие, должна быть сопряжена с
разворачиванием пространственной структуры
мРНК вблизи 5'-конца (но не полностью сво-
диться к нему), поскольку канал для матричной
молекулы довольно тесен [14]. Скорее всего, от-
сутствие фактора eIF4F оказывается фатальным
для образования 48S комплекса на интактном
“обелиновом лидере” (рис. 4а) по причине его
структурированности, мешающей попаданию ли-
дера в канал для мРНК. Возможно, что наличие
модифицирующего сегмента позволяет мРНК за-
нять правильное положение на инициирующей
субчастице, в то время как тепловые флуктуации,
расплетая локальные участки вторичной структу-
ры, разрешают бесфазное блуждание субчастицы
вдоль последовательности лидера. Поскольку дли-
на “обелинового лидера” невелика, такое блужда-
ние делает инициацию возможной, хотя и прохо-
дящей со сниженной скоростью и эффективно-
стью (рис. 4б).

Полученное в настоящей работе указание на
дополнительную функцию фактора eIF4F требует
дополнительной проверки. Скорее всего, разво-
рачивание структуры мРНК и передача разверну-
того участка в канал для мРНК на малой субча-
стице рибосомы требует присутствия макроэрги-
ческого кофактора (АТР). По крайней мере, с
нашими данными согласуется наблюдение, сде-
ланное в лаборатории W.C. Merrick [15], подтвер-
ждающее необходимость АТР для начального
этапа инициации трансляции у эукариот.

Работа выполнена в Институте белка РАН,
Пущино. Налаживание методики обнаружения
РНК-рибосомных комплексов с помощью флуо-
ресцентно меченной РНК проведено при под-
держке Российского научного фонда (грант № 19-
74-20186).

В работе не использованы биологические ма-
териалы, полученные от людей и животных.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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MODIFICATION OF THE 5' END OF mRNA LEADER SEQUENCE ALTERS 
THE SET OF INITIATION FACTORS ESSENTIAL

FOR TRANSLATION INITIATION
P. A. Sakharov1, E. A. Sogorin1, S. Ch. Agalarov1, and V. A. Kolb1, *

1Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
*e-mail: kolb@vega.protres.ru

The abundance of non-canonical mechanisms of eukaryotic translation initiation indicates their involvement
in the regulation of protein synthesis during key events in cells life. One of the well-known example of a non-
canonical cap-independent process is the initiation of translation of mRNA with the 5'-untranslated (leader)
region of the messenger encoding for the photoprotein obelin (the “obelin leader”). In the present work,
mRNA with the obelin leader was modified by adding 45 deoxycytidyl nucleotides and a f luorescent label to
its 5' end. Formation of the 48S ribosomal initiator complexes at the start codon of the modified mRNA was
studied using the method of primer extension inhibition (toeprinting). In contrast to mRNA with the intact
obelin leader, translation initiation on which strictly requires the eIF4F factor, initiation on the modified
mRNA can take place in the absence of this factor, although with less efficiency. The finding thus indicates
the unknown function of the eIF4F factor in the first step(s) of mRNA recognition by ribosomal subunits.

Keywords: translation initiation, 48S ribosomal initiation complex, initiation factor eIF4F, toeprinting
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